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TAXONOMIA POLIFASICA PARA IDENTIFICACAO DE ASPERGILLUS
SECAO FLAVI: UMA REVISAO

Fernanda Chaves da Silva', Sara Maria Chalfoun?, Luis Roberto Batista®, Cledir Santos*, Nelson
Lima’.

Resumo: O género Aspergillus ¢ um dos principais grupos de micro-organismos em
importincia para a indUstria, a agricultura e a saide publica. A mais importante
publicacdo para a identificacdo e a classificacdo desse género foi baseada em critérios
fenotipicos. Entretanto, devido a variabilidade das caracteristicas fenotipicas,
reinvestigacdes tém sido realizadas. Dessa forma, este trabalho tem como objetivo
apresentar as principais técnicas utilizadas para identificar e classificar espécies do
género Aspergillus se¢do Flavi. Nesse sentido, nossa abordagem integrara a Taxonomia
Polifasica pautada nas caracteristicas micro e macromorfologicas, fisioldgicas, na
produgdo de metabolitos, dados moleculares e no uso da espectrometria de massas pela
técnica de MALDI-TOF MS.

Palavras-chave: Aspergillus; Abordagem polifasica; MALDI-TOF MS.

POLYPHASIC TAXONOMY FOR IDENTIFICATION OF ASPERGILLUS
SECTION FLAVI: A REVIEW

Abstract: The Aspergillus genre is one of the main groups of microorganisms in terms of
relevance to industry, agriculture, and public health. The most important publication concerning
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this genre identification and classification was based in fenotipic criteria. However, due to the
variability of the fenotipic characteristics, new investigations have been made. This work, thus,
aims to present the main technics used to identify and classify species of the Aspergillus genre
section Flavi. So, our approach will contemplate the Polyphasic Taxonomy based on micro-,
macromorphological, and physiological characteristics, as well as on the production of
metabolits, molecular data, and on the use of mass spectrometry through the MALDI-TOF MS
technic.

Keywords: Aspergillus; Polyphasic approach; MALDI-TOF MS.
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Os fungos sdo organismos economicamente importantes, amplamente
distribuidos na natureza. Sdo empregados na producao de alimentos, farmacos, enzimas
e dacidos organicos (PATERSON, 2008). Entretanto, existem fungos na natureza
considerados patdégenos de plantas e deterioradores de alimentos. Os problemas
causados pelo desenvolvimento desses ultimos em alimentos e em suas matérias-primas
sao motivos de preocupacao para a industria de alimentos e para a saude publica. Nao
apenas pelo fato de reduzir consideravelmente o valor nutritivo dos alimentos, mas
também pela produgdo de metabolitos secundarios toxicos denominados micotoxinas,
que podem provocar intoxicagdes em seres humanos e animais (RODRIGUES et al.,
2009).

Dentre as micotoxinas encontradas em alimentos, as aflatoxinas sdo as mais
importantes. Tais substancias sdo sintetizadas por varias espécies do género Aspergillus,
mantendo-se como representantes mais importantes os fungos Aspergillus flavus,
produtores das aflatoxinas do grupo B, e Aspergillus nomius e Aspergillus parasiticus,
produtores das aflatoxinas dos grupos B e G (KLICH, 2007). As aflatoxinas sdo
conhecidas por serem compostos mutagénicos, carcinogénicos e teratogénicos. A
exposicdo por ingestdo de aflatoxinas pode levar ao desenvolvimento de sérias
condigdes clinicas que variam consideravelmente dependendo da espécie animal, dose,
estado nutricional, idade e género (HUSSEIN; BRASEL, 2001).

Atualmente, a identificagdo e classificacdo de Aspergillus se¢dao Flavi baseiam-
se, principalmente, nas caracteristicas morfologicas, no perfil bioquimico e molecular
(BATISTA et al., 2008; RAPER; FENNEL, 1965; SAMSON et al., 2000). Embora estas
espécies apresentem diferencgas fisiologicas, as caracteristicas morfologicas € mesmo
genéticas sdo dificeis de diferenciar. Neste sentido, a taxonomia deste grupo de fungos ¢
considerada altamente complexa e tem sido objeto de grande interesse para os
pesquisadores, com o objetivo de esclarecer o conceito de espécie e limites dentro da

secdo. Recentemente, a andlise espectral por MALDI-TOF ICMS tem sido utilizada
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como uma técnica potencial na identificacio de fungos (SANTOS et al., 2010).
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Entretanto, nenhum dos métodos isolados tem sido aceito como ideal para identificacao
de micro-organismos. Como resultado, a abordagem polifasica tem sido adotada e
relatada em varios estudos (FENSELAU; DEMIREV, 2001; HONG et al., 2005;
RODRIGUES et al., 2011).

Dessa forma, este trabalho tem como objetivo apresentar as principais técnicas
supracitadas utilizadas para identificar e classificar espécies do género Aspergillus se¢ao

Flavi.

REVISAO DE LITERATURA

Género Aspergillus secao Flavi

Espécies do género Aspergillus sdo contaminantes de varios substratos. Em
regides tropicais e sub-tropicais, sua ocorréncia ¢ mais comum que a do genéro
Penicillium. Muitas espécies tém atraido atencdo como patdgenos humano e animal
devido a sua habilidade de produzir metabolitos toxicos (micotoxinas). Outras espécies
sdo importantes para aplicagdo na fermentagdo de produto alimenticio oriental e para
aplicagdo industrial na producao de 4cidos organicos, metabolitos secundarios, enzimas
e na biotransformacao de quimicos (SAMSON; VARGA, 2010).

O género Aspergillus ¢ um anamorfico pertencente a familia Trichocomaceae,
ordem Eurotiales, subclasse Eurotiomycetidae, classe Eurotiomycetes, filo Ascomycota.
Sua reprodugdo ¢ assexuada e caracteriza-se pela producdo de fidlides e conidios em
cadeia. O conidioforo de Aspergillus ¢ simples, usualmente aseptado e termina numa
vesicula, onde ficam inseridas as fidlides. Algumas espécies podem produzir células
Hiille ou esclerécios. Muitas espécies de Aspergillus apresentam telemorfos e se
reproduzem sexuadamente. (KLICH, 2002).

A taxonomia de Aspergillus ¢ complexa e encontra-se sempre em evolugdo. A

identificacdo de Aspergillus tem sido tradicionalmente baseada na caracterizacio
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morfologica e cultural (RAPER; FENNEL, 1965; SAMSON et al., 2000). O perfil
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bioquimico e os tragos ultramicroscopicos, por exemplo, a ornamentagdo dos esporos,
passaram a suplementar as caracteristicas para identificacdo da espécie
(KOZAKIEWICZ, 1989). No entanto, em varias se¢des, a variacdo morfoldgica deste
género ocorre, resultando em esquemas taxondmicos discutiveis (HONG; GREENE;
DORNER, 1995; SAMSON et al., 2004). Neste sentido, a taxonomia de Aspergillus e
seus telemorfos recentemente tém sido reinvestigada, utilizando-se uma abordagem
polifésica interagindo caracteristicas bioquimicas, ecoldgicas, genéticas, moleculares, a
fim de examinar a variabilidade dentro da espécie e adicionar ou reclassificar as
espécies dentro do género (FRISVAD; SKOUBOE; SAMSON, 2005; HORN, 1997;
ITO et al., 2001; LI et al., 1998; PATERSON, 2000; PETERSON, 2008; PETERSON et
al., 2001; PILDAIN et al., 2008; RIGO et al., 2002). Manuais e monografias

importantes dedicados a taxonomia Aspergillus sao listados na Tabela 1.

Tabela 1. Importantes tratamentos taxondmicos € manuais de identificacdo para o

género Aspergillus
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Considerando a maioria dos esquemas tradicionais de identificagdo, Aspergillus
secdo Flavi inclui seis espécies economicamente importantes: Aspergillus flavus,
Aspergillus parasiticus, Aspergillus nomius, Aspergillus oryzae, Aspergillus sojae €
Aspergillus  tamarii (Figura 1). Apesar de essas espécies serem intimamente
relacionadas morfologica e filogeneticamente, dividem-se em dois grupos, pela
capacidade de producdo de aflatoxinas (GODET; MUNAUT, 2010). O primeiro grupo
inclui 4. flavus, A. parasiticus € A. nomius, espécies que sao produtoras de aflatoxinas,
consideradas um grande problema para saide humana e animal, e o segundo grupo
compreende os isolados chamados de espécies domesticadas, A. oryzae, A. sojae e A.
tamarii, utilizados no processo de fermentagdo de alimentos em alguns paises asiaticos
e aplicados na industria para a producdo de enzimas (HEDAYATI et al., 2007;
KUMEDA; ASAO, 2001).
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Virios estudos t€ém mostrado evidéncias de que a espécie A. flavus pode consistir
em um grupo parafilético dos isolados (GEISER et al., 2000; PILDAIN et al., 2008), e
alta intra-especificidade, diversidade metabdlica e genética foram frequentemente
referidas para populagdes de A. flavus (PILDAIN et al., 2008; RODRIGUES et al.,
2009). Ao lado de Aspergillus fumigatus, é a segunda mais comum causa da aspergilose
invasiva e ndo invasiva em seres humanos e animais (DENNING et al., 2003) e, em
algumas areas geograficas, ¢ o principal agente causador da aspergilose. Estes fungos
produzem aflatoxinas, agentes naturais cancerigenos, e acido ciclopiazonico (CPA), que
¢ toxico para uma variedade de animais e humanos (HEDAYATT et al., 2007; YU et al.,
2005). Além disso, ¢ um patogeno oportunista de muitas culturas (milho, algodao,
amendoim) podendo contamina-las com aflatoxinas. Como outras espécies de
Aspergillus, A. flavus tem ampla distribui¢do geografica, sendo encontrado
especialmente em areas cultivadas. E um fungo sapréfita capaz de sobreviver em muitas
fontes de nutrientes organicos como: arvore, madeira em decomposi¢do, forragem
animal, algodao, pilhas de composto, cadaveres de insetos e animais, graos
armazenados. Cresce melhor com atividade de 4gua (aw) entre 0,86 e 0,96 . A
temperatura Otima para seu cresccimento ¢ de 37° C mas, o crescimento dos fungos
pode ser observados em temperaturas que variam entre 12 a 48° C. Tal temperatura
Otima de crescimento contribui para sua patogenicidade em seres humanos (HEDAYATI
et al., 2007).

Tradicionalmente, A. flavus tem sido relatado como produtor de aflatoxinas B
(AFBs) e acido ciclopiazonico (CPA), mas ndo aflatoxinas G (AFGs). Com base nas
caracteristicas dos esclerocios produzidos, os isolados 4. flavus podem ser divididos em
dois fenotipos. A estirpe tipo-S produz numerosos esclerocios pequenos (diametro
médio, 400 mm). A estirpe tipo-L produz menos esclerocios, mas estes maiores. Dentro
da estirpe S, alguns isolados, denominados SB, produzem somente aflatoxinas B,
enquanto outros, com o nome SBG, produzem tanto aflatoxinas B quanto G (COTTY,
1989). Os isolados tipo-S tém sido referidos como atipicos, produzindo

microesclerocios (SAITO; TSURATA, 1993) e A. flavus var. parvisclerotigenu
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(GEISER et al., 2000). As estirpes microesclerotiais diferem de A. flavus e, portanto,
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tem sido sugerido que elas representam um taxon separado de 4. flavus (FRISVAD;
SKOUBOE; SAMSON, 2005; GEISER et al., 2000). A filogenia molecular sugere que
os isolados SB estdo intimamente relacionados com a cultura do tipo 4. flavus e outros
isolados de estirpe tipo-L (EGEL et al., 1994).

Aspergillus parasiticus e A. flavus estdo intimamente relacionados, mas sdo
separaveis com base na sequéncia de DNA e em andlises por AFLP (BARROS et al.,
2007; PETERSON, 2008). Fenotipicamente sdo facilmente distintos, ja que A.
parasiticus produz aflatoxinas do grupo B e G mas ndo CPA (HORN et al., 1996). Klich
e Pitt (1988) completam que esta diferenciacdo deve levar em consideracdo a cor da
colonia e textura da parede dos conidios. Ademais, populagdes de A. parasiticus
apresentam uma grande diversidade genética indicada pelo grande nimero de grupos
vegetativamente compativeis (HORN; GREENE; DORNER, 1995). Aspergillus sojae e
Aspergillus toxicarius ndo tém sido claramente distintos de 4. parasiticus (PILDAIN et
al., 2008). Outras espécies intimamente relacionadas com A. parasiticus, também
produzindo AFBs e AFGs, mas morfologicamente semelhante a 4. flavus, foram
recentemente descritas como Aspergillus arachidicola (PILDAIN et al., 2008).

A espécie 4. nomius é morfologicamente semelhante a 4. flavus, mas apresenta
um perfil micotoxigénico similar ao A. parasiticus (KURTZMAN; HORN;
HESSELTINE, 1987; PETERSON et al., 2001), tendo sido, originalmente, isolado do
mofo de trigo nos EUA e, depois, de varios substratos na India, no Japao e na Tailandia.
Recentemente, tem sido relatado como um contaminante importante e produtor de
aflatoxinas na castanha do Brasil (JOHNSSON et al., 2008; OLSEN et al., 2008).

A. flavus, A. parasiticus, A. oryzae e A. sojae tém demonstrado alto grau de
parentesco pelo DNA e similar tamanho do genoma. Com base na complementaridade
do DNA, 4. flavus e A. oryzae, assim como A. parasiticus € A. sojae, foram
considerados praticamente impossiveis de discriminar, ja que a similaridade do DNA foi
de 100% e 91%, respectivamente (KURTZMAN; HORN; HESSELTINE, 1987). 4.

oryzae e A. sojae foram considerados variantes ndo-toxigénicos de A. flavus e A.
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parasiticus, respectivamente. Estudos filogenéticos indicaram que 4. oryzae pode ter-se
originado de um ancestral ndo-aflatoxigénico de A. flavus (CHANG; EHRLICH; HUA,
2006; GEISER et al., 2000; GEISER; PITT; TAYLOR, 1998), ou que tenham perdido a
capacidade de produzir AFs durante o processo de domesticagdo (SAMSON et al.,
2000). Geiser, Pitt e Taylor (1998) sugerem que A. oryzae € A. sojae devam ser mantidos
como espécies separadas por razdes praticas, a fim de evitar confusdo na industria de
alimentos.

No grupo das espécies de A. tamarii, os isolados apresentam cor castanho-
bronze. Sdo tradicionalmente utilizados na industria de alimento oriental, como nao
aflatoxigénicos. Goto, Wicklow e Ito (1996) relataram a produgdo de aflatoxinas por um
isolado definido como A. tamarii, no entanto, Ito et al. (2001) descreveram mais tarde
este isolado como wuma nova espécie intimamente relacionada, Aspergillus
pseudotamarii.

Recentemente, novas espécies tém sido descritas para esta se¢do. Soares et al.
(2011) descrevem trés novas espécies produtoras de aflatoxinas, Aspergillus mottae,
Aspergillus sergii e Aspergillus transmontanensis, isolados de améndoas portuguesas e
milho. Gongalves et al. (2012), durante uma pesquisa sobre a incidéncia de Aspergillus
em ambientes clinicos, encontraram alguns isolados interessantes que foram
morfologicamente semelhantes ao Aspergillus parasiticus, mas diferiram na cor das
coldnias e no padrdo de sua ornamentagao dos conidios, constituindo uma nova espécie,

Aspergillus novoparasiticus.
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Figura 1. Macro e microfotografias das espécies Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus, Aspergillus
oryzae, Aspergillus sojae e Aspergillus tamarii.

Identificacio de espécies do género Aspergillus — Abordagem Polifasica

A nova taxonomia de espécies de Aspegillus ¢ baseada em uma abordagem
polifasica integrando caracteres fenotipicos, juntamente com sequéncias de DNA. Em

um abordagem polifasica, micro e macromorfologia, fisiologia, metabdlitos produzidos
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e dados moleculares sdo todos importantes e, em principio, nenhum dos métodos deve
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ser subestimado. Em particular o perfil de extrdlitos provou ser especifico para taxon, e
isso tem contribuido para um conceito de espécie estavel. Mas dados da sequéncia do
DNA também tém sido muito valiosos nas revisdes criticas de espécies e sua taxonomia
e filogenia (SAMSON; HONG; FRISVAD, 2006). Um esquema de identificacdo de

Aspegillus com o uso da abordagem polifasica ¢ demonstrado na Figura 2.

ANALISE
PROTEOMICA

MORFOLOGIA

I8

Figura 2. Esquema mostrando a integragdo de diferentes caracteristicas que podem ser combinadas para
uma classificagdo taxonémica polifasica de uma espécie de Aspergillus (SAMSON; HONG; FRISVAD,
2006, adaptado e atualizado).

Caracteristicas morfologicas e fisiolégicas

A identificagdo de Aspergillus tem sido tradicionalmente baseada na
caracterizacdo morfoloégica (RAPER; FENNEL, 1965; SAMSON et al., 2000).
Caracteristicas macromorfoldgicas incluem cor das colonias em varios meios de cultura,
didmetro da colonia, cor do reverso da coldnia, produ¢do de exsudatos e pigmentos

soluveis, presenga de esclerocios e cleistotécio. A caracterizagdo micromorfologica esta
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relacionada principalmente com a forma de seriagdo da cabeca conidial, o tamanho da
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vesicula, a morfologia de conidios, a presenca de células Hiille e a morfologia dos
esclerdcios (KLICK, 2002).

Além de caracteres morfologicos, isolados de Aspergillus podem também ser
caracterizados por seus perfis de metabdlitos secundarios, por sua taxa de crescimento
em determinada temperatura e atividade de dgua, por seu crescimento em agar sacarose-
creatina e pela cor dos conidios (SAMSON et al., 2007). Os metabdlitos secundarios
podem ser usados para o reconhecimento de espécies devido a sua especificidade entre
espécies (FRISVAD, 1989; LARSEN et al., 2005). Praticamente todas as espécies de
Aspergillus produzem uma combinagcdo Unica de diferentes tipos de compostos
organicos pequenos como policetideos, peptideos nao-ribossomais, terpenoides, assim
como muitos outros compostos de origem biossintética mista. Alguns destes compostos
sd0 mesmo exclusivos de uma unica espécie. O fato de os metabolitos secundarios
serem bons caracteres fenotipicos para o reconhecimento de espécies € suportado por
recentes estudos sobre o sequenciamento do genoma completo de importantes
Aspergillus concluindo que importantes diferencas gendmicas entre as espécies estdo
frequentemente relacionadas a producao desses metabolitos (GALAGAN et al., 2005).

O perfil bioquimico de Aspegillus se¢do Flavi esta diretamente relacionado a
producao de aflatoxinas. De uma forma geral, 4. flavus produz aflatoxinas B (AFBs) e
acido ciclopiazonico (CPA), mas nao aflatoxinas G (AFGs). A. parasiticus produz a
aflatoxina G1 e G2, além de Bl e B2, mas ndo 4cido ciclopiazonico (BENNETT;
KLICH, 2003; YU et al., 2005). Aflatoxinas sdo produzidas por algumas espécies de
Aspergillus em outros complexos flavus, incluindo, 4. toxicarius, A. nomius, A.
bombycis e A. pseudotamarii produtor de CPA. A. oryzae tem sido muito utilizado no
oriente para preparar varios tipos de produtos alimentares, uma vez que pode produzir
CPA e acido B-nitropropionico, mas nao produz a aflatoxina. Além disso, 4. oryzae, A.
parasiticus, A. sojae, A. nomius, A. bombycis, A. tamarii, A. caelatus e A. pseudotamarii
podem produzir acido kojico (VARGA et al., 2003). A Tabela 2 mostra a producdo de

aflatoxinas e alguns eletrdlitos por Aspergillus se¢do Flavi.
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Tabela 2 — Produgdo de aflatoxinas e outros extolitos de espécies Aspergillus secio

Flavi

| |licidoK0iic|AFLATipoB| AFLA Tipo G | CPA | Acido Aspergilico | Ocratoxina A | Chrysogine | Parasiticolide

Aspergillus arachidicola - + + + + -
Aspergillus avenaceus
Aspergillus bombyeis
Aspergillus caelatus
Aspergillus flavus
Aspergilus lanosus
Aspergillus leporis

+ pe - +/ I+

+/ - -

Aspergillus minisclerotium
Aspergillus nomius
Aspergillus oryzae

( domesticated from

A. flavus)

Aspergillus parasiticus
Aspergillus parvisclerotigenus
Aspergillus pseudotamarii
Aspergillus sojae
(domesticated from

A. parasiticus)

Aspergillus tamarii
Aspergillus toxicarius
Petromyces albertensis
Petromyces alliaceus

+ 4+ 4+t
+
+
|
+
|
1
+
|

|
+

+ + + +
I+ +

+/

+ + + +
+

Fonte: Samson; Hong; Frisvad, 2006, adaptado.

Caracteristicas moleculares

Os métodos moleculares tém sido amplamente aplicados na identificagdo de um
grande numero de espécies de Aspergillus (BATISTA et al., 2008). Estes estdo entre os
fungos mais bem estudados geneticamente. Na verdade, os genomas de varias espécies
de Aspergillus estdo concluidos (FEDOROVA et al., 2008; GALAGAN et al., 2005;
MACHIDA et al., 2005; NIERMAN et al., 2005; PAYNE et al., 2006; ROKAS et al.,
2007) e sequéncias de inumeras linhagens encontram-se disponiveis.

Em geral, as caracteristicas moleculares fornecem um grande numero de
caracteristicas varidveis para a taxonomia de fungos, as quais sdo geradas usando-se

uma tecnologia amplamente disponivel, com uma infraestrutura de bioinformatica
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extremamente bem desenvolvida que permite a comunicagdo em todo o mundo e a
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comparagdo de resultados. Essa técnica garante que as caracteristicas moleculares
tenham um papel fundamental no reconhecimento da espécie fungica (GEISER et al.,
2007).

Nos ultimos anos, ferramentas moleculares como RFLPs, RAPDs, AFLP,
MLEE, sequéncias ribosomais RNA e sequéncias de gene de proteinas codificadoras sao
aplicadas a questdes taxondmicas do género. Estudos de sequéncias DNA multilocos de
algumas espécies anamorficas tém mostrado que os padrdes de polimorfismo em genes
diferentes sdo consistentes com recombinacdo nestas espécies assexuadas (GEISER;
PITT; TAYLOR, 1998). No entanto, a variedade de genes e métodos empregados nas
pesquisas de identificagdo e filogenia baseadas no DNA tém limitado a aplicabilidade
dos resultados para além dos grupos especificos de estudo (STOECKLI, 2003). Taylor
et al. (2000) afirmam que a analise filogenética de caracteristicas varidveis do acido
nucléico atualmente ¢ um método mais préoximo do que os outros de reconhecer as
espécies de acordo com sua evolucdo, mas esso ¢ considerado verdadeiro somente se
varios genes sdo analisados. Para a descricdo da espécie e a inferéncia filogenética,
Samson e Varga (2009) recomendam que pelo menos duas sequéncias de genes devem
ser examinadas usando-se a abordagem de Sequéncias Multilocos (MLST).

A internet oferece um meio para a distribui¢do rapida de dados, mas nem todos
os sites na web contém dados de igual qualidade. O GenBank, por exemplo, contém
sequéncias de qualidade questiondvel e provaveis erros na identificagdo de organismos
(GEISER et al., 2007).

Entretanto, mesmo com o alto nivel de sensibilidade e resolucao que os métodos
moleculares normalmente mostram, alguns problemas ainda surgem no a&mbito da secdo
Flavi, por causa do alto nivel de similaridade genética entre algumas espécies
(RODRIGUES et al., 2011).

Analise Protedmica — MALDI-TOF ICMS
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A espectrometria de massas pela técnica de MALDI-TOF MS surgiu no final de
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1980 como uma técnica para investigar a espectrometria de massa de compostos
organicos de elevada massa molecular através de uma ionizacdo suave de moléculas,
resultando em fragmentagdo minima (TANAKA et al., 1988). Atualmente, este método
tem sido utilizado para analisar a composi¢do proteica de misturas complexas, isto &,
fluidos biologicos ou tecidos, bem como de células microbianas ou componentes
celulares (FENSELAU; DEMIREYV, 2001; MAIER; KOSTRZEWA, 2007).

O funcionamento dessa técnica para células microbianas, de modo geral, ocorre
da seguinte forma: a amostra contendo a espécie de interesse ¢ misturada com uma
matriz (geralmente um 4cido organico aromatico), formando uma “mistura solida”. Um
pulso de laser, com comprimento de onda préximo do UV, incide sobre essa mistura, € a
energia do laser ¢ absorvida pela matriz, que tem o maximo de absor¢do perto do
comprimento de onda do laser. Desse modo, a matriz evapora e o analito que estava
incluso nela, passa para a fase gasosa, altamente energética, atribuida a excitacdo
eletronica da molécula da matriz ao absorver a energia do laser. A formagao dos ions
(ionizacdo) ocorre através da transferéncia de carga (ex: transferéncia de protons) das
moléculas da matriz para o composto que fica na forma de MH+. Os ions formados
recebem uma alta energia cinética inicial (K) que os impulsiona para o analisador de
massas Time-Of-Flight (TOF), onde sdao separados de acordo com o tempo de voo,
considerando a distancia na qual o ion se movimenta até atingir o detector. Utilizando a
equacdo da energia K=mV2/2, onde V ¢ a velocidade do ion, calcula-se a massa
molecular do composto. Os compostos sdo separados no analisador de acordo com sua
razdo m/z. fons mais leves chegam mais rapidamente no detector, enquanto os jons mais
pesados demoram mais tempo. No MALDI, o analisador de massas pode operar em dois
modos: modo linear e modo reflectron. O modo linear ¢ utilizado para moléculas de
grande massa molecular, como as proteinas, os peptideos e polimeros, € o modo
reflectron ¢ utilizado para moléculas de massa de até 7000Da, como as micotoxinas. O
modo reflectron possui a vantagem de apresentar uma maior resolucdo quando

comparado ao modo linear, devido a presenca de um conjunto de lentes com diferenga
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de potencial crescente, propiciando o aumento de resolucdo. Além disso, programas on-
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line estdo disponiveis para permitir a deteccdo do conjunto massas/matriz, o que pode
interferir nos resultados das amostras (KELLER et al., 2008; MARVIN; ROBERTS;
FAY, 2003). Caracterizacao mais detalhada da técnica ¢ relatada em um estudo realizado
por Santos et al. (2010).

As vantagens de MALDI-TOF MS sobre as outras metodologias de
espectrometria de massa sdo a simplificacdo da analise de massa espectral devida a
ionizag¢ao suave, reduzindo o numero de sinais, tendo a faixa de massa mais ampla
(KEMPTNER et al., 2009). Como resultado, muitas amostras complexas, como células
inteiras, podem ser investigadas. Além disso, ¢ uma técnica rapida e reprodutivel, que
tem sido utilizada com sucesso para a identificagdo e discrimina¢ao de varios micro-
organismos e tem mostrado altas potencialidades para discriminar taxon relacionados
muito proximos.

Virios estudos tém sido realizados para o uso desse método. Santos et al. (2010)
apresentam, em sua pesquisa de revisao, o uso do MALDI-TOF ICMS para a
caracterizacdo de fungos filamentosos. Sulc et al. (2008) utilizaram a abordagem da
espectrometria de massas (MALDI-TOF) para a andlise direta do esporo intacto de
fungos do género Aspergillus e verificaram que a técnica tem a capacidade de
diferenciar espécies dentro do mesmo género. Trabalho semelhante feito por Hettick et
al. (2008) usou a técnica do MALD-TOF para gerar fingerprints de massa espectral
reprodutivel para 12 espécies de fungos do género Aspergillus e 5 diferentes cepas de
Aspergillus flavus.

Kallow et al. (2006) relatam que, em fungos filamentosos, a maior parte dos
sinais correspondem a proteinas ribossomais, cujas massas altamente caracteristicas
podem ser usadas para identificagdo e classificacdo. Na verdade, a composi¢ao da
parede celular de fungos e também de esporos de fungos apresenta diferencas
qualitativas e quantitativas em diferentes espécies de fungos, mas também entre as

diferentes estirpes da mesma espécie fungica (KEMPTNER et al., 2009).
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Autores atribuem as diferengas entre os fingerprints dos espectros de massa a
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varios fatores: instrumenta¢do, nomeadamente, condi¢cdes de cultivo e preparacdo da
amostra ¢ da matriz MALDI. Essas diferengas refletem a importancia do uso da
metodologia padronizada para o MALDI-TOF. Santos et al. (2010) enfatizam que uma
biblioteca de referéncia padrdo de espectros de massa bioldgica precisa ser

implementada com base em testes interlaboratoriais.

CONCLUSAO

O uso da abordagem polifasica, incluindo caracteristicas fenotipicas, perfil
micotoxigénico e analise molecular e espectral por MALDI-TOF MS faz-se necessario
e indispensavel para a caracterizagdo de uma espécie. Além disso, ¢ importante ressaltar
que nenhuma das analises realizadas pode ser super ou subestimada, e a identificagdo de
uma espécie de Aspergillus secdo Flavi deve considerar todas as caracteristicas

analisadas.
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